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RESUMEN (Max. 150 palabras) 

Peptides como portadores penetrantes de celulas _ . 

Los compuestos de formula (I) o sus sales farmaceutica o biologicamente aceptables son utiles como 
portadores penetrantes de eel u las. Segun esta formula Val es L-Val o D-Val; Arg es L-Arg, D-Arg o 
L-(N-metiI)Arg; Pro es L-Pro o D-Pro; Leu es L-Leu o D-Leu; x es un entero del 1 al 20, preferiblemente 3; L1 
y L2 son conectores qmmicos; M1 y M2 son grupos farmaceutica y/p biologicamente activos; y el enlace 
entre L1 y M1 y el enlace entre L2 y M2 son de cualquiera de ias naturalezas qufmicas conocidas, 
incluyendo covalente e ionica. Comparados con otros peptidos portadores descritos previamente, esta 
nueva familia presenta muchas ventajas, incluyendo su origen no viral, su caracter anfipatico, su 
solubilidad en agua y la absencia de un efecto citotoxico a concentraciones elevadas. 



M1 -L1 -(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)x-L2-M2 
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Peptidos como portadores penetrantes de celulas 

Esta invencion esta relacionada con los campos de la medicina, la 
investigacion, el diagnostico, y la cosmetica, y especificamente con nuevos 
5 peptidos como portadores penetrantes de celulas para la administracion de 

compuestos a las celulas. 1 _ 

> 

r 

ESTADO DE LA TECNICA ANTERIOR 

10 La pobre permeabilidad de la membrana celular a agentes externos es una 
limitation significativa en investigacion y particularmente en medicina en el 
desarrollo de muchos farmacos. La eficiente internalization celular de muchos 
agentes quimicos es todavia un reto. . - 

> > a 

15 La investigacion en este campo ha tornado varias aproximaciones. Una 

> 

primera aproximacion conlleva el uso de promotores de penetracion como 
agentes quelatadores, tensioactivos y no tensioactivos, sales biliares y acidos 
grasos, que tienen buenos efectos en la penetracion pero tambien problemas 
de seguridad. Una segunda aproximacion conlleva el uso de tecnologias 
2 0 basadas en los liposomas, los vectores virales y la microinyeccion, pero : J 
todavia tienen poco exito. 1 

La capacidad de ciertos peptidos para atravesar membranas celulares es de 
interes en este campo. Recienterhente, este interes ha conducido a un rapido 

25 desarrollo de peptidos portadores para la administracion de farmacos 

antitumorales, antivirales o antibioticos, que de otra manera senan incapaces 
de atravesar la membrana celular y alcanzar su diana terapeutica. El uso de 
peptidos portadores tiene la ventaja de permitir una smtesis accesible y una 
elevada flexibilidad para la modificacion cuando se unen peptidos o moleculas 

30 pequefias de farmaco como cargas. Se ha demostrado la capacidad de una 
gran variedad de peptidos cortos para actuar como portadores para la 
administracion de otros peptidos, protemas u oligonucleotides dentro de la 
celula. Los ejemplos mas destacados son la calcitonina humana (hCT), los 
fragmentos de dominios de transduccion de protemas como el VP22 (cfr. S.R. 

35 Schwarze et al., "Protein transduction: unrestricted delivery into all cells?", 
Trend in Cell Biol. 2000, vol. 10, pp. 290-5), el transactivador VIH de 
transcripcion, tambien conocido como "Tat" (cfr. M. Silhol et ai., "Different 



mechanisms for cellular internalization of the HIV-1 Tat-derived cell 
penetrating peptide and recombinant proteins fused to Tat", Eur. J. Biochem. 
2002, vol. 269, pp. 494-501) o la Antennapedia, tambien conocida como 
"Antp" (cfr. D.J. Dunican et. al., "Designing cell-permeant phosphopeptides to 
modulate intracellular signaling pathways", Biopolvmers Pept. Sci. 2001 , vol. 
60, pp. 45-60), peptidos ricos en arginina (cfr. J.B. Rothbard et al., 
"Arginine-rich molecular transporters for drug delivery: role of backbone 
spacing in cellular uptake". J. Med. Chem. 2002, vol. 45, pp. 3612-18; N. Emi 
et al., "Gene transfer mediated by polyarginine requires a formation of big 
carrier-complex of DNA aggregate", Biochem. and Biophvs. Res. Commun. 
1997, vol 231, pp. 421-4), p-peptidos, peptoides y loligomeros (peptidos 
ramificados ricos en Lys). Se ha demostrado que todos estos peptidos 
penetrantes de celulas son valiosos en la administration de cargas 
biologicamente activas al citoplasma y al nucleo. Sin embargo, el principal 
incoveniente de estos peptidos es que son citotoxicos a concentraciones 
moderadas y elevadas. Ademas, el manejo en el laboratorio asociado al uso 
de estos peptidos es diffcil. 

Hace varios anos se sintetizaron peptidos de formula general 
(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) x , (utilizando codigos de aminoacido de tres letras) 
con x = 2-8 utilizando una aproximacion convergente en fase solida (cfr. I. 
Dalcol et al., "Convergent solid phase peptide synthesis: an efficient approach 
to the synthesis of highly repetitive domains", J. Org. Chem. 1995, vol. 60, pp. 
7575-81). Pero no se ha descrito la capacidad de estos peptidos para formar 
complejos con farmacos u otros compuestos y para actuar como portadores 
capaces de translocar estos compuestos. 

EXPLICACI6N DE LA INVENCION 

Los inventores proporcionan una nueva familia de peptidos que tienen la 
capacidad de atravesar las membranas celulares y,por lo tanto, de actuar 
como portadores penetrantes de celulas de farmacos y/o otras moleculas. En 
particular, estos peptidos tienen una elevada eficiencia de penetration y no 
tienen efectos citotoxicos a concentraciones elevadas. 

* 

Asi, un aspecto de la presente invention esta relacionado con compuestos 
de formula (I) o sus sales farmaceutica o biologicamente aceptables, donde 
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Val es L-Val o. D-Val; Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metil)Arg; Pro es L-Pro o 
D-Pro; Leu es L-Leu o D-Leu; x es un entero del 1 al 20; L n y L 2 son 
conectores qufmicos, que son identicos o diferentes, presentes o ausentes; 
M 1 y M 2 son grupos farmaceutica y/o biologicamente activos, que son 
5 identicos o diferentes, presentes o ausentes; y el eniace entre y y el 
enlace entre L 2 y M 2 son de cualquiera de las naturalezas qufmicas 
conocidas, incluyendo covalente e ionica. 

M 1 -L r (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) x -L 2 -M 2 
10 (I) 

La N-metilacion en (N-metil)Arg ocurre en el grupo amino del esqueleto del 
aminoacido Arg, no en el grupo amino de la cadena lateral. Los aminoacidos 
que componen la secuencia peptfdica pueden tener configuracion L o D. La 
15 smtesis con aminoacidos de configuracion D es mas cara pero es util para 
evitar la degradation del peptido por proteasas. La inclusion de ai menos un 
aminoacido D en la secuencia peptidica es suficiente para conseguir la 
resistencia a las proteasas y, consiguientemente, para hacer a los peptidos 
utilizables en aplicaciones medicas. 

20 

Los compuestos de la invencion pueden sintetizarse utilizando p.ej. las 
tecnicas de smtesis en fase solida, en fase Hquida, o combinadas, como es 
conocido para un experto en la materia. Alternativamente, los peptidos 
pueden sintetizarse a partir de un acido nucleico que codifique para el 
25 peptido. Este acido nucleico puede introducirse en un sistema celulary 
expresarse para producir cantidades a gran escala del peptido. 

Los compuestos segun la presente invencion representados por la formula (I) 

tambien pueden obtenerse por metodos conocidos en forma de sus sales 
3 0 farmaceutica y/o biologicamente aceptables, como la sal sodica, la sal 

potasica, la sal calcica, la sal magnesica y sales de adicion con acidos. 

Ejemplos de las ultimas sales incluyen las sales de acidos inorganicos (p.ej. 

acido clorhidrico, acido sulfurico y acido fosforico) y de acidos organicos (p.ej. 

acido acetico, acido propionico, acido cftrico, acido tartarico, acido malico y 
35 acido metanosulfonico). 

Los conectores qufmicos incluidos en la formula (I) pueden ser cadenas 
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alifaticas (p.ej. aminoacidos y polietilenglicol) o cadenas aromaticas. En una 
realization particular de la invention los conectores se seleccionan 
independientemente de secuencias de peptidos de hasta 10 residuos de 
aminoacidos. Se puede incluir en la formula (I) una gran gama de grupos que 
5 tienen acitividad farmaceutica y/o biologica. Los grupos pueden ser principios 
activos farmaceuticos, acidos nucleicos (p.ej. oligonucleotides, ADN de 
cadena doble, ADN de cadena simple, ADN circular, ARN y ARN de 
interferencia de serial - "signal interfering", siRNA -), acidos nucleicos 
peptfdicos ("PNAs"), nanoparticulas, anticuerpos y marcadores o sondas 

10 ambos radioactivos y fluorescentes (p.ej. carboxifluorescema y derivados, 
amarillo lucifer, rodamina y rojo texas). Los grupos tambien pueden ser 
peptidos, protefnas, carbohidratos, Ifpidos o esteroles. Ejemplos de principios 
activos farmaceuticos son la dopamina, la doxorubicina, la daunomicina, el 
paclitaxel y peptidos y protefnas terapeuticas. Una composition para la 

15 administration en celulas puede comprender mas de un tipo de molecula, por 
ejemplo, dos secuencias de ADN diferentes. 

Es bien conocido para aquellos expertos en la materia el como unir 
qufmicamente un peptide a un grupo y/o a un conector. Asf, el enlace entre L 1 

2 0 y M 1 y el enlace entre L 2 y M 2 puede ser de cualquiera de las naturalezas 

qufmicas conocidas, dependiendo de la naturaleza de L,, L 2 , M 15 M 2 y de la 
naturaleza del peptido, incluyendo los enlaces covalente e ionico. Es 
importante que el enlace qufmico seleccionado mantenga la actividad del 
correspondiente grupo. 

25 

En una realization de la invention, el parametro x de la formula (I) es del 1 al 
10, mas espeefficamente del 1 al 3, y preferiblemente 3. En otra realization, 
L,, L 2 , M.,yM 2 estan todos ausentes y, consecuentemente, el compuesto de 
formula (I) es (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) x , donde x es preferiblemente 3. En 

3 0 una realization particular, los compuestos tienen una secuencia seleccionada 

del grupo formado por SEQ ID NO: 1-6. 

Otro aspecto de la invention se relaciona con el uso de los peptidos de la 
presente invention como portadores penetrantes de celulas. Comparados 
3 5 con otros peptidos portadores descritos previamente, los peptidos de la 

presente invention tienen muchas ventajas, incluyendo su origen no viral, su 
caracter anfipatico, su solubilidad en agua y la absentia de un efecto 
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citotoxico a concentraciones elevadas (mas de 1000 jJVI). Otros peptidos 
como Antp o Tat son citotoxicos a concentraciones de 50 jj,M. 

El termino "portador" ("carrier") significa aquf cualquier sustancia utilizada para 
soportar o transportar otra sustancia. En esta invencion, la 
5(6)-carboxifluorescema se utiliza como grupo para ilustrar el potencial de los 
nuevos peptidos para actuar como portadores penetrantes de celulas. En el 
ejemplo especffico incluido, la 5(6)-carboxifluorescefna se administra a la 
Ifnea celular humana HeLa. Sin embargo, los peptidos de la invencion son 
utiles para otros tipos de celulas eucariotas y tambien para celulas 
procariotas. En una aplicacion particular, los portadores penetrantes de 
celulas de la invencion son utilizables para actuar como agentes de 
transfeccion. EI termino "transfeccion" significa aquf el proceso de insertar m 
ADN extra no en un cultivo de celulas eucariotas exponiendolas a ADN 
desnudo (analogo a la transformacion en celulas procariotas). 

Otro aspecto de la invencion se refiere a composiciones farmaceuticas que 
comprenden una cantidad terapeuticamente efectiva de un compuesto de la 
invencion, junto con cantidades apropiadas de excipientes farmaceuticos. Y 
20 de la misma manera, la invencion proporciona composiciones cosmeticas que 
comprenden una cantidad cosmeticamente efectiva de un compuesto de la 
invencion, junto con cantidades apropiadas de excipientes cosmeticos. La 
invencion conlleva el uso de un solo peptido o una mezcla. El experto en la 
materia escogera las vfas de administracion apropiadas para estas 
25 composiciones, por ejemplo oral, parenteral, nasal o topica. 

A lo largo de la descripcion y las reivindicaciones la palabra "comprende" y 
sus variantes no pretenden excluir otras caractensticas tecnicas, aditivos, 
componentes o pasos. El resumen de esta solicitud se incorpora aquf como 
3 0 referencia. Para los expertos en la materia, otros objetos, ventajas y 

caractensticas de la invencion se desprenderan en parte de la descripcion y 
en parte de la practica de la invencion. Las siguientes realizaciones 
particulares, los dibujos y la lista de secuencias se proporcionan a modo de 
ilustracion, y no se pretende que sean limitativos de la presente invencion. 
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DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS 

La FIG. 1 . muestra un esquema de la smtesis y la reaccion de 
carboxifluoresceinacion en soporte solido (resina = resina 2-clorotritilo); a) 
5 5(6)-carboxifluorescema (5 eq), PyAOP (5 eq), HOAt (5 eq), DIEA (10 eq), 
DMF, 1h 30 min, t.a., b) 95% TFA, 2.5% TIS, 2.5% agua (15 min-1h 30 min). 
R significa "resina". 

a 

La FIG. 2. muestra los resultados del experimento en un lector de 
10 fluorescencia con microplacas. F significa "emision de fluorescencia" en 
unidades de fluorescencia. La FIG. 2A representa la fluorescencia emitida 
despues de incubar celulas HeLa durante 3h con 

CF-(Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro) n con X = Arg e His y n = 1-3 a una concentracion 
50 jaM. La FIG. 2B es una representacion comparativa de fluorescencia 
15 emitida obtenida despues de incubar celulas HeLa durante 1h a 37 °C con 
varios peptidos carboxifluoresceinados a diferentes concentraciones en un 
rango de 5 \xM a 50 jxM. 

La FIG. 3 muestra los resultados del experimento de viabilidad y proliferation 
20 de HeLa. CV significa "viabilidad celular" en %. En la FIG. 3A la viabilidad 
celular fue cuantificada por tratamiento con MTT, despues de incubar las 
celulas HeLa curante 24h con el peptido CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro)3 a 
altas concentraciones que variaban de 50 a 1000 fiM. En la FIG. 3B la 
viabilidad de HeLa fue cuantificada por tratamiento con MTT, despues de 
25 incubar las celulas durante 24h con CF-Tat-NH 2 y CF-Antp-NH 2 en una serie 
de concentraciones de 50 a 1000 jjM. 

EXPOSICION DETALLADA DE MODOS DE REALIZACION 

30 Smtesis peptidica 

Los peptidos basados en (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) se sintetizaron para ser 
comparados con los peptidos basados en (VaI-Arg-Leu-Pro-Pro~Pro). Se 
realizo la smtesis de (Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) n y (Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) n , 
35 donde n = 1-3, mediante smtesis peptidica en fase solida eh una resina 
2-clorotritilo. Este soporte evita la reaccion secundaria de formacion de 
dicetopiperacina PP. El compuesto 5(6)-carboxifiuorescema (CF) se utilizo 



para la sintesis de los peptidos marcados fluorescentemente necesarios en 
estudios de internalizacion en celulas. 




5 5(6)-carboxifIuorescema (CF) 

• > » 

Materiales : Los aminoacidos Fmoc-protegidos se adquirieron de Advanced 
Chem Tech. La resina 2-clorotritilo se compro a CBL Patras. Reactivos de 
acoplamiento: el hexafluorofosfato de 

10 7-azabenzotriazol-1-iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PyAOP) se obtuvo de Applied 
Biosystems, la resina rink amide MBHA y el hexafluorofosfato de 
benzotriazoM -iloxitris(pirrolidino)fosfonio (PyBOP) se adquirieron de 
Novabiochem, el 1-hidroxi-7-azabenzotriazol (HOAt) se obtuvo de GL .; : 

Biochem, el tetrafluoroborato de 

15 2-(1 H-benzotriazol-1-yl)-1 ,1 ,3,3-tetrametiluronio (TBTU) y el 

1-hidroxibenzotriazol (HOBt) se adquirieron de Albatros Chem Inc. 
Disolventes: el acido trifluoroacetico (TFA), la piperidina, la dimetilformamida 
(DMF), el diclorometano (DCM) y el acetonitrilo se compraron a SDS. La 
5(6)-carboxifluoresceina (CF) se adquirio de Acros. La diisopropilcarbodimida 

2 0 (DIC) y la N.N-diisopropiletilamina (DIEA) se adquirieron de Merck. El 
triisopropilsilano (TIS) se adquirio de Fluka. 

Los peptidos fueron sintetizados siguiendo protocolos estandares de sintesis 
peptidica en fase solida utilizando la estrategia 
25 9-fluorenilmetoxicarbonil/tert-butil (Fmoc/tBu). Se utilizaron la resina 2- 
clorotritilo, los aminoacidos Ncc-Fmoc-protegidos (2 eq)/TBTU (2 eq) o el 
PyBOP (2 eq) y la DIEA (6 eq). Las sintesis de 
(Arg-Lys-Lys-Arg-Arg-Gln-Arg-Arg-Arg)-NH 2 (Tat) y 
(Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe-Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp-Lys-Lys)-NH 2 
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(Antp) se realizaron automaticamente en un sintetizador peptidico Applied 
Biosystems 433A. Se utilizaron la resina rink amide MBHA (0.1 mmol, 128 mg, 
funcionalizacion inicial de la resina = 0.78 mmol/g), los aminoacidos 
Na-Fmoc-protegidos (10 eq), TBTU/HOBt 0.45 M y la DlEA 2 M en NMP en 
5 las reacciones de condensacion. Como grupos protectores para las cadenas 
laterales de Arg e His, se eligieron el 

2,2,4, 6,7-pentametildihidrobenzofuran-5-sulfonil (Pbf) y el tert-butiloxicarbonil 
(Boc). La escision del grupo protector Fmoc se llevo a cabo por tratamiento 
con una solucion de 20% de piperidina en DMF (2x10 min). 

10 

Se disolvieron en DMF/DCM 9/1, la 5(6)-carboxyfluorescema (CF) (5 eq), el 
PyAOP (5 eq), el HOAt (5 eq) y la DIEA (10 eq) en DMF, preactivados durante 
10 min y despues anadidos a la peptido-resina y agitados durante 1h 30 min. 
Los peptidos marcados fueron escindidos de la resina con un tratamiento con 
15 un 1% de TFA en DCM durante 5 min y los peptidos (Val-X-Leu-Pro-Pro-Pro) n 
o CF-(VaI-X-Leu-Pro-Pro-Pro) n (X es Arg o His) fueron obtenidos despues de 
tratar la peptido-resina con un 95% de TFA, un 2.5% de TIS y un 2.5% de 
agua durante 1h o 2h dependiendo del grupo protector utilizado para las 
cadenas laterales. Se siguio un protocolo similar para obtener CF-Tat-NH 2 o 

2 0 CF-Antp-NH 2 . 

Caracterizacion de los peptidos : Los peptidos marcados fueron identificados a 
una X = 443 nm en un RP-HPLC analitico [aparato detector fotodiode Waters 
996 equipado con un modulo de separacion Waters 2695, una columna 
25 Symmetry® (C18, 5 jam, 4.6 x 150 mm) y el programa de cromatograffa 
Millenium manager; flujo = 1ml/min; gradiente = 5-100% B en 15 min (B = 
0.036% TFA en acetonitrilo)]. Los peptidos carboxifluoresceinados fueron 
purificados en un RP-HPLC semipreparativo [detector de absorbancia dual X 
Waters 2487 equipado con un Waters 2700, un controlador Waters 600, un 

3 0 colector de fracciones Waters, una columna Symmetry® (C18, 5 jam, 30 x 100 

mm) y el programa de cromatograffa Millenium manager; flujo = 10 ml/min; 
gradiente = 5-20% D en 5 min; 20-70% D en 30 min; 70-100% D en 5 min (D 
= 0.1% TFA en acetonitrilo)]. Los productos finales fueron caracterizados por 
espectrometria de masas MALDI-TOF (Vogayer-DE RP MALDI-TOF, PE 
35 Biosystems con un laser de N 2 de 337 nm). La combination de los valores 
experimentales de absorcion de los diferentes peptidos 
carboxifluoresceinados obtenidos por UV a 490 y 443 nm y el analisis de los 
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aminoacidos permitio obtener la concentration exacta para cada muestra (cf. 
TABLE 1). 

Cultivo de celulas v tratamientos peptidicos 

5 

Se estudiaron las propiedades comparativas de los peptidos marcados para 
atravesar la membrana celular con la llnea celular humana HeLa. En primer 
lugar, se cuantifico el grado de internalization de los monomeros, dfmeros y 
tnmeros a una concentracion de 50 jliM en celulas HeLa utilizando un 
10 experimento con un lector de fluorescencia para microplacas. Despues se 
realizo un analisis dosis-respuesta, incubando celulas HeLa con los peptidos 
a diferentes concentraciones. La internalization celular de los nuevos 
peptidos fue tambien estudiada por microscopia de barrido laser confocal 
("confocal laser scanning microscopy", CLSM). 

15 

Las celulas HeLa se adquirieron de ATCC. Se conservaron en medio de 
cultivo DMEM (1000 mg/ml glucosa) (Biological Industries) con un 10% de 
suero fetal de ternero ("Fetal Calf Serum", FCS), 2 mM de glutamina, 50 u/ml 
de penicilina y 0.05 g/ml de estreptomicina. Para los experimentos de 

2 0 microscopia confocal, se despegaron celulas HeLa exponencialmente 

crecientes de las botellas de cultivo utilizando una solution de tripsina-0.25% 
EDTA y la suspension de celulas fue sembrada en una concentracion de 21 .4 
x 10 3 celulas/cm 2 sobre cubres de vidrio, o en portas de vidrio divididos en 8- 
pozos Lab-Teck™ o en placas de 96-pocillos (Nalge Nunc International). Los 

2 5 experimentos fueron realizados 24h despues, cuando la conffuencia era de 
aproximadamente 60-70%. Se disolvieron los compuestos 
carboxifluoresceinados en PBS y esterilizados con filtros de 0.22 jam 
(Millex-GV, PVDF, Durapore, Millipore). La disoluciones iniciales de peptidos y 
de 5(6)-carboxifIuorescema se diluyeron en medio de cultivo. Las celulas no 

30 adheridas fueron eliminadas en los lavados y las celulas adheridas fueron 
incubadas a 37 °C en una atmosfera de C0 2 en medio DMEM con una 
concentracion conocida de peptido durante 3h. 

Microscopia confocal de barrido laser confocal (CLSM^ 

35 

Despues de 3h de incubation a 37 °C de las celulas HeLa con 
5(6)-carboxifluorescema (como control negativo) o con los peptidos 
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carboxifluoresceinados a una concentracion de 50 nM, las celulas fueron 
lavadas tres veces con PBS y fijadas en una solucion de 3% p-formaldehfdo 
durante 15 min. Las celulas se lavaron con PBS durante 5 min y montadas 
con medio de montaje Mowiol. La CLSM se realizo con un microscopic 
5 confocal Leica SP2. Las imagenes se tomaron utilizando un objetivo de 
inmersion de aceite 63X/1.3 NA. Como control de fijacion, se realizaron 
experimentos similares con celulas sembradas en camaras con el fondo de 
vidrio Lab-Tek™ para observaciones de celulas vivas. Despues de una 
incubacion de 3h, se lavaron las celulas tres veces con PBS con 1.1 mM de 

10 CaCI 2 y 1 .3 mM de MgCI 2 y se tomaron las imagenes utilizando un objetivo 
60X/1.4 NA en una microscopio confocal Olympus Fluoview durante los 
siguientes 30 min. En ambos microscopios confocales, la fluorescencia de la 
carboxifluorescefna fue excitada con la Ifnea a 488-nm de un laser de argon y 
su emision fue detectada en un rango de 515-530 nm. Los parametros del 

15 microscopio se mantuvieron identicos para cada peptido y dosis. 

Las imagenes de microscopfa confocal (imagenes no mostradas en esta 
descripcion por la ausencia de color), revelaron una distribucion vesicular 
intracelular de los peptidos fluorescentes. Los peptidos 
20 carboxifluoresceinados fueron localizados dentro de las celulas y no estaban 
adheridos a la membrana celular. Se examino la influencia de la etapa de 
fijacion con una solucion de 3% de p-formaldehfdo, pues la etapa de fijacion 
previa a la observacion en un microscopio podria llevar a la presencia de 
artefactos en la entrada o podria cambiar la localizacion de la molecula 

2 5 portadora. Se observo in vivo y en celulas fijadas, una distribucion punteada 

citoplasmica fuera del nucleo. La fijacion con p-formaldehfdo no influencio en 
la entrada en celulas HeLa y no modified la localizacion de los peptidos 
portadores. 

3 0 Experimented con un lector de fluorescencia de microplacas 

Para cada experimento, se sembraron y cultivaron 21.4 x 10 3 celulas/cm 2 
durante 24h. Despues de una completa adhesion a la placa, se cambio el 
medio de cultivo. Las celulas fueron incubadas durante 1h o 3h a 37 °C en 
3 5 atmosfera de C0 2 con medio fresco con peptidos marcados con 

carboxifluorescefna o con carboxifluorescefna. Se lavaron las celulas con 
PBS. Las celulas se trataron con un tampon de lisis (0.1% de Triton X-100 en 
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50 mM Tris, pH 8.5) durante 30 min. Las medidas de fluorescencia emitida se 
realizaron despues de 30 min de incubacion con el tampon de lisis en un 
lector de fluorescencia con microplacas FL600 (Bio-Tek). La fluorescencia se 
midio a una Witacion = 485/20 nm y una Vision = 530/25 nm. Se reaiizo un 
5 triplicado de cada concentracion de peptido o carboxifluorescema y se resto la 
fluorescencia emitida por los blancos (celulas con medio de cultivo y sin 
peptidos). El experimento se reproducio tres veces. 

Como muestra la FIG. 2A, las celulas incubadas con 
10 CF-(Va!-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 presentaron un mayor intensidad de 

fluorescencia. La naturaieza de los residuos hidrofflicos y especificamente la 
longitud del peptido mostraron tener un pronunciado efecto en la 
internalization (FIG. 2B). 

15 Ensavo de toxicidad peptidica (ensavo MTT) 

La viabilidad y proliferacion de las HeLa en presencia de los peptidos se 
estudiaron utilizando una prueba con bromuro de 

3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT) (cfr. "MTT-ceil proliferation 
20 assay" Cell Biology: A Laboratory Handbook, Academic Press, 1998, Second 
Ed. vol. 1; Y. Liu et al., "Mechanism of cellular 

S^^-dimethylthiazol^-yO^^-diphenyltetrazolium bromide (MTT) reduction", 
J. Neurochem. 1997 vol. 69 pp. 581-93). 

25 Para cada experimento se sembraron 7 x 10 3 celulas/cm 2 en una placa de 

96-pocilIos (Nange Nunc) (100 |al/pocillo) e incubadas durante 24h. Para evitar 
saturation con el crecimiento celular, despues de 24h de la incubacion con el 
peptido, se utilizaron 7 x 10 3 celulas/cm 2 en el experimento de proliferacion 
(en vez de 21.4 x 10 3 celulas/cm 2 sembradas en los experimentos 

3 0 previamente descritos). Despues de una completa adhesion de las celulas a 
la placa, se aspiro el medio de cultivo. Los peptidos fueron anadidos en 
concentraciones crecientes de 50, 100, 500, y 1000 p,M. Las celulas se 
incubaron durante 3h o 24h a 37 °C en atmosfera del 5% de C0 2 . El MTT fue 
anadido 2h antes del tiempo de incubacion final, es decir, despues de 1h para 

35 las 3h de incubacion y despues de 22h para el tiempo de incubacion de 24h 
en una concentracion final por pocillo de 0.5 mg/ml. Las celulas con peptidos 
y el MTT se incubaron durante 2h mas y entonces se elimino el medio 



13 

aspirando. Se anadio isopropanol para disolver el formazan, unos cristales 
azul oscuro observados en los pocillos. La absorbancia fue medida a una X = 
570 nm, 30 min despues de la adicion de isopropanol. La viabilidad celularse 
expreso como porcentaje de la fraccion de celulas tratadas con peptido 
5 respecto a las no tratadas utilizadas como control. 

El peptido CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 no fue citotoxico despues de una 
incubacion de 24h con las celulas HeLa a concentraciones de hasta 1000 
fxM, lo cual destaca su potencial como portador (FIG. 3A). Se realizaron 
10 estudios de citotoxicidad comparativos con otros peptidos penetrantes de 

celulas ya conocidos. CF-Tat-NH 2 y CF-Antp-NH 2 fueron citotoxicos a - " » 

s > 

concentraciones relativamente bajas. A la concentracion utilizada en los 
estudios de internalizacion, es decir a 50 jliM, CF-Tat~NH 2 reducio la viabilidad 
celular hasta un 64% y CF-Antp hasta un 75% (FIG. 3B). La viabilidad de las [y^ 
15 celulas HeLa se redujo dramaticamente en presencia de CF-Tat-NH 2 o 

CF-Antp-NH 2 a concentraciones mayores (p.ej. a 40% y 1 1% \ 

»» 

respectivamente a 500 jliM). En comparacion con CF-Tat-NH 2 o CF-Antp-NH 2| 
el grado de internalizacion de CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 fue 
respectivamente 15 o 20 veces menor, sin embargo este ultimo presento 
2 0 ausencia de citotoxicidad . , ! 

• o -> » » 

J » 
J » 
> 

.1 i * •> » 
» 

> 
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TABLA 1 . Caracteristicas de los peptidos sintetizados. Todos los peptidos 
tienen aminoacidos con confiquracion L. 



secuencias de los peptidos 


referenda 


M 

^1/C1IUU IdUd ) 


M 

yd iLrUl tii dUd ) 


RT (min) 

f^rarl* ^-100% R 


Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro 


SEQ ID NO: 1 




DDU [ivi^n J, 

682 [M+Na + ] 


A R9 


CF-Val-His-Leu-Pro-Pro-Pra 




I U I o 


IU IO [IV|t|-| J f 
1040 riWI+Na + l 

I U4U VI » INd J 


7 Aft 


(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) ? 


RN 132609-32-6 
SEQ ID NO' 2 


12Q7 


19Q8 rM+H + l 
1321 
rM+Na + l 
1337 [M+K + ] 




CF-(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 2 




1657 


1658 TM+H"*! 


7 10 


(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 


RN 129460-93-1 
SEQ ID NO: 3 


1358 

■ 


1359 fM+H + l 


5 84 


CF-(Val-His-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 




1716 


2299 [M+H + ] 


6.9 


Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro 


SEQ ID NO: 4 


678 


679 [M+hT] 


4.8 


CF-Val-Arq-Leu-Pro-Pro-Pro 




1019 


1037 rM+H + l 

■ UU I i IVI '11 ] 


7 57 


(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 2 


SEQ ID NO: 5 


1337 


1338 [M+hT] 


5.55 


CF-P/al-Ara-Leu-Pro-Pro-Prcrt r> 




IRQ** 


1RQR TM+H + 1 

1718[M+Na + ] 


7 94 


(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 


SEQ ID NO: 6 


1997 


1998 [M+H + ] 


5.6 


CF-(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) 3 




2356 


2356 [M] 


7.02 


(Ara-Lvs-Lvs-Ara-Ara-Gln-Ara- 

Arg-Arg)-NH 2 

(Tat-NH 2 ) 


RN 130244-88-1 

SEQ ID NO: 7 




1 ^8 rM+H + 1 
I ooo [ivi » n j 


9 ^9 


CF-Tat-NH 2 




1697 


1698 [M+H + ], 
1720 [M+Na + ] 


4.49 


(Arg-Gln-lle-Lys-lle-Trp-Phe- 

Gln-Asn-Arg-Arg-Met-Lys-Trp- 

Lys-Lys)-NH 2 

(Antp-NH 2 ) 


RN 214556-79-3 
SEQ ID NO: 8 


2244 


2245 [M+H + ], 
2267 [M+Na + ] 


5.12 


CF-Antp-NH 2 




2604 


2605 [M+H + ], 
2626 [M+Na + ] 


6.12 



l" 1 -3 



> 
J 

> > 



3 • 

.» * » 



* .1 * » 
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> > -» s 

4 0 a » 



a 



* 
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» 
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J 
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REIVINDICACIONES 

1. Compuesto de formula (I) 

M^L^^al-Arg-Leu-Pro-Pro-ProX-Ls-Ma 

(I) 

o su sal farmaceutica o biologicamente aceptable, donde 

Val es L-Val o D-Val; 

Arg es L-Arg, D-Arg o L-(N-metiI)Arg; 

Pro es L-Pro o D»Pro; 

Leu es L-Leu o D-Leu; 

x es un entero del 1 al 20; 

L 1 y L 2 son conectores qufmicos, que son identicos o diferentes, presentes o 
ausentes; 

M-! y M 2 son grupos farmaceutica y/o biologicamente activos, que son 
identicos o diferentes, presentes o ausentes; y 

el enlace entre y y el enlace entre L 2 y M 2 son de cualquiera de las 
naturalezas qufmicas conocidas, incluyendo covalente e ionica. 

2. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde los conectores qufmicos se 
seleccionan independientemente de secuencias de peptidos de hasta 10 
residuos de aminoacidos. 

3. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde los grupos farmaceutica y/o 
biologicamente activos son principios activos farmaceuticos, acidos nucleicos, 
acidos nucleicos peptfdicos, peptidos, protemas, carbohidratos, Ifpidos, 
esteroies, nanopartfculas, anticuerpos, marcadores o sondas. 

4. Compuesto segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, donde x es del 1 
al 10. 

5. Compuesto segun la reivindicacion 4, donde x es del 1 al 3. 

6. Compuesto segun la reivindicacion 5, donde x es 3. 

7. Compuesto segun la reivindicacion 1, donde L,, L 2 , M 1 yM 2 estan todos 
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ausentes y, consecuentemente, el compuesto de formula (I) es 
(Val-Arg-Leu-Pro-Pro-Pro) x . 

8. Compuesto segun la reivindicacion 7, donde x es 3. 

5 

9. Compuesto segun la reivindicacion 7, que tiene una secuencia 
seleccionada del grupo formado por SEQ ID NO: 1-6. 

10. Uso del compuesto definido en cualquiera de la reivindicaciones 7-9 como 
10 portador penetrante de celulas. 

11. Composicion farmaceutica que comprende una cantidad 
terapeuticamente efectiva del compuesto definido en cualquiera de las 
reivindicaciones 1-6, junto con cantidades apropiadas de excipientes 

15 farmaceuticos. 

12. Composicion cosmetica que comprende una cantidad cosmeticamente 
efectiva del compuesto definido en cualquiera de las reivindicaciones 1-6, 
junto con cantidades apropiadas de excipientes cosmeticos. 

20 
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SEQUENCE LISTING 

<110> Universidad de Barcelona 

<120> Peptidos como portadores penetrantes de celulas 

<130> Giralt-1 

<140> 

<141> 2004-03-08 

<160> 8 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 1 

Val His Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 2 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 2 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro 
15 10 



<210> 3 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 3 

Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro Pro Pro Val His Leu Pro 
15 10 15 



Pro Pro 



-t 



1 

> ? 



» 

* 

1 » 

i * 
> * 

» 
> 

I 

., 3, 

7 
i 



<210> 4 

<211> 6 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 4 

Val Arg Leu Pro Pro Pro 
1 5 



<210> 5 

<211> 12 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 5 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro 
1 5 10 



<210> 6 

<211> 18 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 6 

Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro Pro Pro Val Arg Leu Pro 
1 5 10 " 15 



Pro Pro 



<210> 7 

<211> 9 

<212> PRT 

<213> peptide 

<400> 7 

Arg Lys Lys Arg Arg Gin Arg Arg Arg 
1 5 



<210> 8 
<211> 16 
<212> PRT 
<213> peptide 

i 

<400> 8 

Arg Gin lie Lys lie Trp Phe Gin Asn Arg Arg Met Lys Trp Lys Lys 
1 5 10 " ' 15 



